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NRP一1对喉癌 Hep一2细胞增殖侵袭及体外癌细胞 

促血管形成的影响 

龚 宇-，胡国华 ，汤为学 ，董蒲江z，黄春蓓 s 

(1．重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科；2．重庆医科大学附属第一医院神经病学实验室，重庆 400016； 
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【摘 要】目的：探讨 NRP一1对喉癌Hep一2细胞株的增殖迁移、侵袭及体外血管形成的功能的影响，为研究NRP一1在喉癌发生 

发展过程中的作用提供依据。方法：用 M1Tr法、细胞运动实验、细胞侵袭实验及体外血管生成实验分别检测NRP一1抗体组及 

对照组 Hep一2细胞株增殖、粘附迁移、侵袭能力及体外促血管形成的能力并进行比较。结果：NRP一1抗体干预组 Hep一2细胞增 

殖抑制率随 NRP一1抗体浓度的增加而升高( 0．624，P<0．叭)。NRP一1抗体处理 48 h后细胞迁移能力减弱、细胞粘附能力明 

显减弱、侵袭力明显下降，均与对照组差异有显著性(P<0．01)，在体外基质胶上诱导血管细胞形成的管腔也明显减少(P< 

0．01)。结论：NRP一1抗体有效抑制了喉癌Hep一2细胞株的增殖、粘附、迁移、侵袭能力及癌细胞促体外血管形成的能力，证实 

NRP一1不仅在肿瘤血管生成中起到重要作用，其对癌细胞 自身增殖及迁移也有显著影响，提示 NRP一1在喉癌发生发展过程中 

起到重要作用，拮抗 NRP—l可能成为肿瘤治疗新途径。 
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The effeCt Of NRP一1 On priIiferatiOn， inVaSiOn and tumOr angiOgeneSiS Of 

human IaryngOCarCinOma CelI Iine Hep一2 
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【Abstmct】o电 c统 e：Tln id tify the functi0n 0f NRP一1 in pmgressi0n and angi0genesis 0f laryngocarcinoma cell line Hep一2 in 

vitm． me Ods：M I r，the cel1 migrate，attack and vascular fnrmation experiments in vitr0 was used t0 eValuate the ef ct 0f 

NRP一1 antigen on the migmte，attack and angiogenesis capahilifv 0f laryng0carcinoma ce1l 1ine Hep一2． ： rhe pmli ration 

inhibiti0n rHtio 0f Hep一2 ce1ls was risen up as the NRP—l antigen’s c0ncentration was incI℃aced(， =0．624，．P<0．01)． I’he 

number of cells migrated in the gmup with NRP一1 antigen was wer than that in the c0ntml gmup(P<0．O1)．After Hep一2 cel1s 

weI treated with NRP一1 antigen fnr 48 h0urs，c0mpaI℃d with the contIDl gmup，the adhesi0n， invasion ability was significantly 

weakened(P<0．01)and inducti0n 0f vessel lumina f0rrnation on matrigel was much less in vitm(P<O．01)． Z s￡ 0 ：The NRP一1 

antigen suppressed the Hep一2 cell line’s pmli mti0n， adhesi0n， migration，invasion， and an 0genesis in Vilr0， confim1ed that 

NRP—l n0t 0nly played an impotant IDle in vascu1ar endothelial cell angiogenesis，but a1s0 had I markable innuence 0n Hep一2 

ce11s． It suggested that NRP一1 may plays an impotant mle in the laryng0carcinoma’s tumorigenesis and developing pmcess， 

inhihit the expressi0n 0f NRP一1 may be a new stratage in the treatment 0f laryngocarcinoma 

【Key words】Laryngeal carcinoma；Neumpilin一1；Tumorigenesis；Angi0genesis． 

血管内皮生长因子(Vaseular endothelial gmwth 

factor，VEGF)家族已被证实是强效的血管淋巴管生 

成调节因子，其各成员及相应的特异性受体信号转 
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导在促进肿瘤生成、生长和转移中的重要作用已被 

肯定。NRP一1是近年来发现的VEGF家族新型受 

体，大量的研究表明，作为VEGFR一2的共受体，表 

达于血管内皮细胞表面的 NRP一1能促进血管内皮 

细胞的迁移及增殖能力，在肿瘤的新生血管生成及 

肿瘤远处转移 中起着重要作用。已有研究报道 

NRP一1蛋白在多种肿瘤组织如星形胶质细胞瘤、胰 
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腺癌、乳腺癌、胃癌、结肠癌、食管鳞癌 、前列腺癌、 

黑色素瘤、白血病及多种癌细胞株中均呈高表达 ， 

在人喉癌组织及喉癌 Hep一2细胞株中亦检测到 

NRP一1高表达，对于无 VEcFR一2表达的 Hep一2细 

胞株柳，NRP—l作用仍不明确，本研究通过检测用抗 

体拮抗NRP一1的表达后喉癌Hep一2细胞株的增殖 

及侵袭能力及 Hep一2细胞对促体外血管生成作用有 

无改变，探讨 NRP一1在喉癌发生发展中所起的作用。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 材料和试剂 RPMI1640、DMEM培养基购 于美 国 

cIBc0公司，新生小牛血清购于杭州四季青生物1=程材料有 

限公司，胰蛋白酶、M 、DMs0(冻存用)购于美国sigma公 

司，PBs购于北京中杉生物技术有限公司，一20℃保存 ，重组 

鼠NRP—l抗体购于美国R&D Diagn0stics公司，一20 c保存。 

(DNAMAN windows软件计算重组鼠NRP—l抗体与人 NRP一1 

抗体同源性近 93％【见图 1】，可代替重组人 NRP一1抗体。) 

Mat卉gel胶购于 M p0re公司，tmnswel1小室购于美国 Costar 

公司。 

1．1-2 细胞株来源 Hep一2细胞株购于上海细胞库。成纤维 

细胞 3T3细胞株(NIH3T3)承重庆医科大学病理生理教研室 

惠赠，制备其上清用于体外细胞侵袭实验，人脐静脉内皮细 

胞株(HuvEC)购于南京凯基生物有限公司。 

1-2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 喉癌 Hep一2细胞株 、HUVEC用含 10％新 

生小牛血清的RPMI1640培养基，N HI3T3细胞株用含 10％ 

新生小牛血清的 DMEM培养基，在 37℃、5％ c0 及饱合湿 

度环境下常规培养，2～3 d换液传代 1次。取对数生长期细 

胞进行实验。 

1．2I2 NRP—l对 Hep一2细胞生长的影响 实验设空白对照 

组、细胞对照组、处理组(NRP～1最终浓度分别为 1 g／ml、2 

ml、5 ml、10 咖 1 4个浓度)，每组 6复孔。取对数生 

长期细胞，胰蛋白酶消化后，用含 10％小牛血清的完全培养 

基配制成的单细胞悬液，调整细胞密度为 5×l0 个 ，ml接种 

于96孔板，每孔 20HD l。在 37℃、5％ c0 及饱合湿度环境 

下常规培养至 48 h后每孔加入 20 1M1Tr液 ，孵箱内常规 

培养4 h，弃上清，每孑L加入DMs02O0 l溶解结晶，酶标仪 

测A570值。计算细胞生长抑制率： 

细胞生长抑制率％=(1一处理组 A值／细胞对照组A 

值)×】0()％【 。 

得出最佳细胞作用浓度。 

1．2_3 NRP一1抗体对喉癌H印一2细胞株运动力的影响(细胞 

迁移力实验)24孔板内先放人 8mm×8mm消毒玻片，取对 

数生长期细胞 ，胰蛋白酶消化后 ，用含 10％小牛血清的完全 

培养基配制成的单细胞悬液，调整细胞密度为 1×l0 个 ，ml 

慢慢滴加人孔内，处理组加人最佳作用浓度的重组人 NRP一1 

抗体，对照组用等量PBs代替，每组设6孔，每孔 1 ml。37℃、 

5％ CO，及饱合湿度环境下常规培养 12 h，1 mm空针针头轻 

挑出玻片，再在 37℃、5％ c0 及饱合湿度环境下培养 48 h， 

95％酒精固定 30 min，PBs冲洗 3次，每次 3 min，瑞氏染色， 

并在倒置显微镜下观察每孔细胞向原来覆盖玻片而无细胞 

贴壁处迁移情况 ，每孔随机抽取 3个视野(×20(】)，计数爬行 

出来的细胞个数。(判断标准：以玻片所印横线为界，空白边 

靠近横线的单个细胞，整个胞体均移出为一个阳性细胞。) 

1．2_4 NRP—l抗体对喉癌 H叩一2细胞株粘附能力的影响 

(M1丫r法细胞粘附率实验) 取对数生长期细胞，实验分设处 

理组及对照组：处理组细胞预先用最佳浓度 NRP—l抗体干预， 

对照组在培养基中加入等量 PBs，均作用48 h后胰蛋白酶消 

化，配制成的单细胞悬液，调整细胞密度为2．5×l0 个 ，ml接 

种于 96孔板，处理组及对照组均分 5小组，每小组 6孔，每 

孔 200 l。37℃、5％c02及饱合湿度环境下培养，前 4小组 

分别于 30 min、60 min、90 min、120 min时吸出上清，每孔加 

入无血清的 1640培养液 2oo l后离心弃第五组上清液，加 

入无血清的 1640培养液 2【】(】 l(模式见图4)。每孔加入 20 

l M．rr液，4 h后酶标仪下 57O nm处比色得出光密度值，计 

算粘附率。计算公式： 

30 min(60 min、90 min、l2O min)细胞粘附率％=30 min 

(60min、90min、120min)A值 ／第五组细胞 (总细胞)A值 × 

10O％ 

1_2．5 NRP一1抗 体对喉癌 Hep一2细胞株侵 袭力 的影 响 

(transwell小室检测细胞侵袭力 ) NH3T3无血清细胞上清 

的制备：lO0 ml培养瓶内 NH3T3细胞长至铺满 80％～90％ 

底板时，去上清液，PBs洗3次。加入无血清 DMEM培养液6ml， 

常规培养 24h，取上清液离心(1 000 r／min)，去沉渣后至 一20℃ 

备用。实验设处理组及对照组：取对数生长期细胞，处理组细 

胞预先用最佳浓度，对照组在培养基中加入等量 PBs，均作用 

48 h备用。10 l matrigel胶和40 ll640培养液先后加入 

Trancwell上室(8．0 l膜孔径)，置紫外灯下过夜促凝。用胰 

蛋白酶消化处理组及对照组的细胞，调整密度至 5×1 o5个 

／ml，加 4【)(】 l入 Transwell上室，观察 5min，无液体渗漏，放 

入已加 6o0“lNH3T3无血清细胞上清的 24孔板。37℃、5％ 

c0，及饱合湿度环境下培养 36 h，取出Transweu小室，用棉 

签将上室细胞轻轻擦除，95％酒精固定下室已侵袭 的细胞 

30 min，HE染色。用倒置显微镜拍照并随机计数 5个视野 

(×200)中的细胞。每组设 3个小室。以侵袭细胞的相对数表 

示肿瘤细胞的侵袭力。 

1．2．6 NRP一1抗体对喉癌Hep一2细胞株促血管生成的影响 

(transwe1I小室检测体外 管形成实验) 取对数生长期细 

胞，分设处理组及对照组：处理组细胞预先用最佳浓度 NRP一1 

抗体干预，对照组在培养基中加入等量PBS，均作用48 h后用胰 

蛋白酶消化配制成的单细胞悬液 ，调整密度至 2×l0 个 



重庆医科大学学报2O08年第33卷第 12期 (Joumal of Chongqing MedicaI University 20O8．VoI．33 No．12) 一 1481一  

／mI，加入24孑L板，每组设 3孑L，每孔 100 l。10 l matrigel胶和 

40 l1640培养液加入 TmncweⅡ上室(8．0 l膜孑L径)置紫 

外灯下过夜促凝。取对数生长期的 HuvEc细胞 ，胰蛋白酶 

消化配制成单细胞悬液，调整浓度为5×10s个 ／ml，取 400 

l加入Transwell上室。37℃、5％ c0 及饱合湿度环境下培 

养96 h，取出Transwell小室，95％酒精固定 t室细胞30 min，HE 

染色。随机选择 5个视野，倒置显微镜拍照并用 Image—Pso 

Plus显微图象分析系统计算视野中血管长度。 

1．3 统计学分析 

所有数据经Excel数据库整理，细胞数目及粘附率以均 

数 ±标准差 ±s)表示 ，采用 sPssl5．0统计软件进行统计， 

单因素直线相关分析抗体浓度与细胞增殖抑制率，组间比较 

采用 ￡检验及 ’检验 ，以尸<O．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 NRP一1抗体对喉癌 Hep一2细胞株增殖能力的 

影 响 

重组 NRP一1抗体作用于 Hep一2细胞 48 h后 ， 

与对照组相比，细胞生长受到明显抑制 ，抑制率随 

浓度 的升高而增高(r=0．624，P<0．01)。当重组 

NRP—l抗体浓度达 l0 ml时，Hep一2细胞的生 

长抑制达 5O％，故确定 10 咖 l为最佳作用浓度， 

见图2。 

2．2 NRP一1抗体对喉癌 HeD一2细胞株迁移力、粘 

附力及侵袭力的影响(见表 1，图3，4) 

2-3 NRP一1抗体对喉癌 HeD一2细胞株促血管生成 

的影响 

在体外血管形成实验中，对照组 Hep一2细胞作 

用下的血管内皮细胞数目较处理组多，更易形成双 

层细胞平行构建的管状结构，在主要管状结构附近 

有更多血管内皮细胞聚集，有分出分支的趋势。而 

处理组内皮细胞少，散在分布，偶可见相邻内皮细 

胞胞浆有相连，但形成的平行管状结构较少，未见 

分支(见图5)。 

表 1 NRP一1抗体对喉癌 HeP一2细胞株迁移能力、粘附率、侵袭力影响 

注 ： 0．0l 

大鼠 

小鼠 

人 

95％ 90％ 

图 1 重组鼠 NRP一1抗体及人 NRP一1抗体蛋白同源 

性比较 

静 
器 
量 

浓度 

图2 不同浓度 NRP一1抗体对 Hep一2细胞增殖的影响 
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A ． 处 理 组 ， 血 管 内皮 细胞 多散 在分 布 ， 连接 的细胞 多呈 单层 ， 无 明显 管腔结构 ；B ． 对 照组 血 管 内皮 细胞 可 组 成 双 层 细胞平行排

布 的管腔 样结 构 ， 管 腔 一 端 可 见 分 出 的血 管分支 ( S P × 2 0 0 )

图 5 N R P 一 1 抗 体对 H e p
一 2 细 胞 促 体 外血 管生 成 的影 响

3 讨 论

N R P 一 1 是 位 于 染 色 体 l Op l 2 基 因编 码 的 I 型

跨模糖 蛋 白 ， 为 c o l l a p s i n ／s e m 印 h o r i n 家族受体 ， 在胚

胎 发育过 程 中表达 于 形 成 中的神经 系统 、 心 血 管 系

统及 骨骼 肌 系统 ， 在 神 经 细胞 导 向 、 轴 突 生 长 方 面

发挥调节作用 ， 在成人 则 主要 表达 于 内皮细胞 、 肿瘤

细胞 以 及 骨髓 基 质 细胞 、 成骨 细胞 、 角化细胞 。

现 已 证 实 N R P 一 1 在 多种 肿 瘤 组 织 如 星 形 胶 质

细 胞 瘤 、 胰 腺 癌 、 乳 腺 癌 、 胃癌 、 结肠 癌 、 喉 癌 、 食 管

鳞癌 、 前列 腺 癌 、 黑 色素瘤 、 白血 病及 多种癌 细胞 株

中 N R P 一 1 蛋 白均呈 高表达 。 而 且 在 不 同特性 的肿

瘤 中表 达 也 有 差 别 ：B r o h o l m 等【’I通 过 对 W H O 分 级

Ⅱ级 和 Ⅳ 级 的 星 形 胶 质 细 胞 瘤研 究 发 现 肿 瘤 细胞

和 内皮 细胞 上 N R P — l 在 Ⅳ 级 的 阳性 率 明显 高 于 Ⅱ

级 ， 且 两 者 的差 别有统计学意义 ；B a c h e l d e r 等【81在乳

腺癌 细胞株 的研究 中发现 ， N R P 一 1 表达 于 转移乳腺

露
，魏雌
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癌细胞，而在非转移细胞中并不表达，提示了NRP一1 

在肿瘤侵袭转移过程中起到重要作用。 

以往的报道指出由于 NRP一1的胞内段只有约 

40个氨基酸，无可识别的结构域 ，故其在肿瘤中主 

要作为血管内皮细胞表面vEGF165的共受体，增 

强vEGFl65与VEGFR一2的结合能力，促进肿瘤血 

管的生成，加强肿瘤的血供，并为肿瘤细胞的侵润 

及远处转移提供便利。本实验用特异性抗体阻断喉 

癌 Hep一2细胞株中NRP一1的表达后，癌细胞培养 

基培养HuVEc所形成的管状结构长度较对照组明 

显减少 ，分支趋势少见 ，提示喉癌中除血管内皮细 

胞表面的NRP—l可调节肿瘤血管生成外，喉癌细胞 

自身所表达的NRP—l也可能通过促癌细胞旁分泌 

血管生成调节因子促肿瘤血管生成。 

虽然已证实在多种肿瘤细胞中 NRP一1均高表 

达，但其对肿瘤细胞自身的作用报道不多。Miao等 

采用一四环素诱导启动子使 Dunning大鼠前列腺癌 

细胞 AT2．1过量表达 NRP1，伴随 NRP—l表达增 

加，肿瘤细胞迁移活性及 VEGFI65结合活性增加， 

然而 NRP一1的诱导表达并未影响肿瘤细胞增殖活 

性；Tim0shenk0等【 0j发现通过 siRNA阻断了NRP一1 

表达后VEGF—C对乳腺癌 MDA—MB一23 1和Hs578T 

细胞株的迁移作用受到了部分抑制；Hong等【l1]发现 

NRP一1可以作为非小细胞肺癌复发、预后不良的独 

立预后因子，通过 NRP—l siRNA、可溶性 NRP一1、 

合成的抗 NRP—l肽段均可以抑制小细胞肺癌癌细 

胞的迁移侵润、复足形成及癌细胞在活体内的癌 

巢、血管形成、远处转移。Herv 6等 ；研究VEGFl89 

时指出 NRP—l可在无 VEGFR一2表达、VEGFR一1低 

表达的乳腺癌细胞株中独立介导 VEGF189对乳腺 

癌细胞株的增殖及异质粘附作用。我们用重组 

NRP—l抗体对 Hep一2细胞进行干预，Hep一2细胞的 

增殖活性明显下降，细胞体外迁移粘附及侵袭能力 

明显减弱，阻断了Hep一2细胞中 NRP一1的表达后， 

体外癌细胞促血管形成的作用也明显减弱，本实验 

提示 NRP一1可以提高喉癌的侵袭及转移能力，其对 

癌细胞的作用也是其影响肿瘤内血管发生的途径 

之一并且其作可不依赖于 VEGFR一2。关于 NRP—l 

的下游调节机制目前尚无定论，Ling等【 为 NRP一1 

胞外区的 c末端可能通过与其下游因子 GIPc 

(NRP一1 interacting pmtein)PDZ区域结合 ，通过 

PI3 AKT途径下调 P53及 F0X0 1／FOX3a，上调 P2 l 

增强调节内皮细胞的活性。Baneriee等口地发现VEGF 

165可 _庙过neumpilin一1一VEG陬1一PI3K途径促进 

动脉平滑肌细胞的迁移，但其在肿瘤细胞中的下游 

因子及作用机制还待进一步研究。 

多项研究表明NRP一1不仅是 VEGF165、S ma— 

phorin3A(sema3A)的受体，它也可以和其他生长因 

子结合，独立或协同传递生长因子对细胞的信号刺 

激。现已证实的NRP—l配体有 sema3A以及VEGF家 

族 成 员 VEG—Al65 、VEGF—A189、VEGF—B、 

VEGF—E、PGF一 ；最近有学者发现 Galectin一1(Gal一 

1)也可单独与 NRP一1结合增强 VEGF—A—VEG— 

FR-2对血管内皮细胞的增殖及迁移作用㈣；sulpice 

等 证实在 HuVEc中，NRP一1作为 HGF的受体对 

细胞的增殖起作用。这些研究提示 NRP一1通过介 

导不同生长因子的信号转导在肿瘤的发生发展中 

起着复杂多样的作用，其可成为抗肿瘤治疗的新靶 

点。 
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抑癌基因maspin在肝癌中的蛋白表达与 

AFP的相关性和其临床意义 

阎 雄 

(重庆医科大学附属第一医院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究抑癌基因maspin在肝癌中的蛋白表达与AFP的相关性，并讨论其在肝癌中的临床意义。方法：用免疫组织化 

学方法检测2004年3月 ～2005年12月我院肝胆外科30例肝癌病人和30例来源于外伤及非肝病患者的正常肝组织(Noma1 

tissue，NT)、癌旁组织(Parafum0r tissue， )和肝癌组织(_rl】mor t ue，|几)中maspin和AFP的蛋白表达 ，检测其面密度(Aeral 

densilv，AD)。结果：(1)在正常肝组织、癌旁组织和肝癌组织中maspin蛋白的面密度分别是20 7l2．48±1 826．28，7 347．40± 

441．16，85．68±l9．81，而AFP蛋白的面密度分别是66．00±10．70，7 005．04±335．69，13 094．O0±516．32，两者相比，差异有统计学 

意义(P<0．05)；(2)在正常肝组织、癌旁组织和肝癌组织中maspin和AFP的相关性比较， mson系数=一0．98l5，r为负值。结论： 

在正常肝组织、癌旁组织和肝癌组织中maspin的蛋白表达，呈逐渐下降的趋势，在正常肝组织表达最高，在癌旁组织中表达较 

低，而在肝癌组织中表达最低；而AFP的蛋白表达却正好相反；maspin蛋白和AFP蛋白呈负相关，maspin与肝癌的恶性程度呈负 

相关。因此masDin可以作为判断肝癌恶性程度的指标之一。 

【关键词】抑癌基因maspin；原发性肝癌；AFP；免疫组织化学 
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【Abstract】 O ec玩 8： I study the pmtein expression of maspin in the Hcc and its c0n lati0n with AFP，and to discuss its 

clineal significance． 0c ：the pmtein expI ssi0ns 0f ma pin and AFP in the noⅡnal liver tissue(NT)，paratum0r tissue( r) 

作者介绍：阎 雄(1964一)男，主治医师，博士， 

研 究方向：肝胆疾病。 
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